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Tampereen yliopiston lääketieteen laitokselle, virologian yksikköön on kerätty vuosina 
2006-2008 Tampereen ja Kuopion yliopistollisista sairaaloista ulostenäytteitä 
epidemiologista tutkimusta varten. Näytteitä on kerätty sairaalahoitoon ripulin tai 
oksentelun takia tuoduilta lapsilta. Verrokkiryhminä olivat epäselvää kuumeilua tai 
hengitystieinfektiota potevat sekä kliinisesti terveet lapset. Näistä näytteistä on tutkittu 
polymeraasiketjureaktiolla rota-, noro-, aichi- ja bocavirukset, ja tutkimusta haluttiin 
laajentaa koskemaan myös coronavirusten esiintyvyyttä. Osuuteni tutkimuksessa käsitti 
vuonna 2007 Kuopiosta ja Tampereelta kerättyjen, akuuttiin gastroenteriittiin 
sairatuneiden lasten näytteiden tutkiminen. Aiheen sain tutkijalääkäri Minna Riskulta 
syksyllä 2008. 
 
Tutkittava aineisto koostui 380:sta näytteestä, joista oli valmiiksi eristetty RNA. 
Eristetylle RNA:lle oli tehty RT- eli käänteiskopiointireaktio ennen varsinaista PCR- 
eli polymeraasiketjureaktiota. RT-reaktiossa RNA käännetään cDNA:ksi jota PCR-
menetelmällä voidaan monistaa. Reaktio oli universaali, jolloin samasta RT-tuotteesta 
voitiin eri PCR-menetelmin monistaa kaikkia cDNA-juosteita. Käytettävä PCR-reaktio 
oli spesifi coronaviruksille, ja siinä oli kaksi vaihetta. Ensimmäisessä monistettiin 
kaikkia mahdollisia coronavirustyyppejä polymeraasialueen nukleotidijärjestyksen 
perusteella, ja toisessa vaiheessa eriteltiin löydetyt coronavirustyypit kolmeen 
ryhmään. Tämän jälkeen PCR-tuotteet analysoitiin agaroosigeelielektroforeesilla. 
Positiiviset näytteet laitettiin talteen odottamaan sekvensointia jolla tulos varmistetaan 
ja varsinainen virustyyppi selvitetään lopullisesti. 
 
Tulokset olivat luotettavia, sillä kussakin sarjassa käytettiin negatiivista ja positiivista 
kontrollia. Näistä saatiin aina haluttu tulos, mikä kertoo työtapojen olleen oikeat sekä 
alukkeiden ja reagenssien toimivan oikein. Työn tuloksena voitiin todeta eri 
coronavirusten esiintyvän näytteissä, mutta taudin aiheuttamiskyvystä ei olla varmoja. 
Useimmista näytteistä löytyi kaksoisinfektioita, ja verrokkiryhmien tutkiminen on 
kesken. 
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The Virology department of Tampere University medical school has collected 
epidemiological material from Tampere and Kuopio University hospitals between the 
years 2006 and 2008. The study focuses on hospitalized children with acute 
gastroenteritis. The comparison groups are children with respiratorytract infections or 
undetermined fever, and clinically healthy children.  The material consists mainly of 
stool samples, in some cases also blood. These samples have already been analyzed for 
rota-, noro-, aichi- and bocaviruses, and now the aim is to analyze coronaviruses. My 
part of this study focuses on analysing a total of 385 stool samples of children with 
acute gastroenteritis within the year 2007.  
RNA from these samples were already isolated and purified, and also the RT-reaction 
required for PCR to work was done. I used these RT-products for human coronavirus 
PCR, HCoV-PCR, which is a two-step method. In first PCR all the possible 
coronavirus subtypes are amplified and in the second these amplicons are divided into 
three groups. PCR-products are then analyzed with agarosegelelectrophoresis and the 
positive samples are later sequenced. By this method the data concerning the 
occurrence of coronavirus in stoolsamples is collected. This data is then compared with 
the previous data from the same study in order to verify possible multi-infections. 
Some coronavirus subtypes were found. However, there is no evidence of the causative 
role of coronavirus in acute gastroenteritis. According to the results of this study, it can 
be stated that coronavirus does transmit through gastrointestinaltract to stool. The 
results from comparison groups are not yet obtained. 
Keywords: Epidemiological study, coronavirus, coronaviridae, HCoV, RT-PCR, 
HCoV-PCR 
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1 JOHDANTO 
 
Tampereen yliopiston lääketieteen laitokseen kuuluu virologian yksikkö, jossa toimii 
kaksi tutkimusryhmää. Virologian laboratorio on osallistunut useisiin kliinisiin 
rokotetutkimuksiin ja on siten osa samoissa tiloissa toimivaa Rokotetutkimuskeskusta. 
Rokotetutkimuskeskus puolestaan toteuttaa kliinisten tutkimusten ohella akateemisia 
tutkimushankkeita virologian laboratoriossa. Laboratoriossa tutkitaan lähinnä rota- ja 
noro-viruksia, mutta myös muita gastroenteriittejä ja joitakin hengitystieinfektioita 
aiheuttavia viruksia, sekä tehdään kliinistä rokotetutkimusta yhdessä rokotevalmistajien 
kanssa. (Tampereen yliopisto 2008.) Aiheen sain professori Timo Vesikarin ryhmästä, 
tutkijalääkäri Minna Riskulta syksyllä 2008. 
Eräs käynnissä olevista tutkimusprojekteista on epidemiologinen tutkimus, jossa 
selvitetään tiettyjen virusten ilmentymistä ripulin tai oksentelun takia sairaalahoitoon tai 
sairaalan poliklinikalle tuotujen lasten näytteissä. Verrokkiryhminä ovat epäselvää 
kuumeilua tai hengitystieinfektiota potevat, sekä kliinisesti terveet lapset. Tutkimuksen 
tarkoituksena on tutkia muun muassa epidemioiden kulkua, vuodenaikavaihtelua ja 
sairaalasyntyisten infektioiden osuutta epidemioissa, sekä saada lisätietoa virusten 
aiheuttamien infektioiden kliinisestä taudinkuvasta. (Räsänen, 2006.) Kokonaisuudessaan 
tutkimuksesta vastaa tutkijalääkäri Sirpa Räsänen ja coronavirusten osuudesta 
tutkijalääkäri Minna Risku. Osuuteni epidemiologisessa tutkimuksessa on coronavirusten 
ilmentymisen selvittäminen ulostenäytteistä. 
  
 
2 OPINNÄYTTEENI TEHTÄVÄ, TARKOITUS JA TAVOITE 
 
Opinnäytetyöni tarkoituksena on tutkia virologian laboratorion humaanien 
coronavirusten polymeraasiketjureaktio- eli HCoV-PCR -menetelmällä epidemiologiseen 
aineistoon kuuluvia ulostenäytteitä. Coronavirukset aiheuttavat pääasiassa lieviä 
hengitystieinfektioita, ja ainakin eläimillä maha-suolikanavan tauteja. Viruksen 
esiintymistä ihmisen suolistossa on myös raportoitu. Tehtävänä on tutkia, esiintyykö 
ulostenäytteissä coronavirus-RNA:ta. Tavoitteena on edistää epidemiologista tutkimusta, 
ja tuottaa tietoa coronavirusten mahdollisesta esiintymisestä muuallakin, kuin 
hengitysteissä. 
Näytteet on kerätty sekä Kuopion että Tampereen yliopistollisista sairaaloista. Kuopiossa 
keräys alkoi syyskussa 2006 ja loppui vuoden kuluttua elokuussa 2007. Tampereen 
yliopistollisesta keskussairaalasta näytteitä on kerätty pidempään, elokuusta 2006 
elokuuhun 2008. Yhteensä näytteitä tutkimuksessa on yli 2000. Tästä aineistosta on 
aiemmin analysoitu boca-, aichi-, rota- ja norovirukset, mutta nyt tutkimusta jatketaan 
coronavirusten analysoinnilla. Perusjoukon laajuuden vuoksi omaan osuuteeni rajataan 
sopivan kokoinen otanta, jonka tutkiminen on ajallisesti mahdollista toteuttaa. Aineisto 
on rajattu siten, että työn käytännön suorittaminen kestää noin kaksi kuukautta. Osuuteni 
tutkimuksessa käsittää vuonna 2007 oksentelun tai ripulin takia poliklinikalle tai 
sairaalahoitoon tuotujen lasten näytteet, noin 380 ulostenäytettä. Näytteistä on valmiiksi 
eristetty RNA joka on kopioitu cDNA:ksi. 
  
 
3 CORONAVIRUKSET 
 
Coronavirukset (CoV) kuuluvat Nidovirales-lahkoon ja edelleen Coronaviridae-heimoon 
(ICTV 2008). Coronaviruksia on löydetty ihmisen lisäksi muun muassa naudalta, 
jyrsijöiltä ja kissalta. Yleensä coronavirukset aiheuttavat ihmiselle lieviä hengitysteiden 
sairauksia. Talvisin, noin 2-3 vuoden välein epidemioina esiintyviä hengitystieinfektioita 
aiheuttavat coronaviruskannat 229E ja OC43. Ne löydettiin jo 1960-luvulla 
soluviljelymenetelmällä. Sittemmin molempien havaittiin olevan ihmiselle hyvin 
tyypillisiä coronaviruksia. Uusi kiinnostus coronaviruksien tutkimukseen heräsi vasta 
2003, kun SARS (severe acute respiratory syndrome) -epidemian aiheuttajaksi varmistui 
aiemmin tuntematon coronavirus. Ihmiseen tarttuva SARS-coronavirus aiheuttaa vakavaa 
hengitysteiden sairautta. SARS-CoV on nykytietämyksen mukaan muuntunut siten, että 
se voi tarttua eri eläinlajeista toiseen; alkuperäinen isäntä on todennäköisesti lepakko, 
mutta SARS-CoV on ilmeisesti siirtynyt ihmiseen sivettikissan kautta. Sittemmin uuden 
kiinnostuksen herättyä, on löydetty NL63- ja HKU1-coronaviruskannat Hollannista ja 
Hong Kongista. (Kahn 2006, 42-45.) 
Vaikeusasteeltaan eri coronavirusten aiheuttamat infektiot vaihtelevat tavanomaisesta 
nuhakuumeesta sairaalahoitoa vaativiin, vakaviin alempien hengitysteiden infektioihin. 
SARS-coronavirusta lukuunottamatta  nämä virukset ovat levinneet ympäri maailmaa ja 
niitä voidaan tavata 1-10 % potilaista, joilla on akuutti hengitysteiden sairaus. (Pyrck, 
Berhout & van der Hoek 2007, 3051-3057.) Kaksoisinfektiot muiden hengitysteiden 
sairautta aiheuttavien virusten kanssa ovat tavallisia, ja viruksia on viljelty myös 
terveiden potilaiden näytteistä. Infektion jälkeen immuniteetti on lyhyt, sillä viruksen 
rekombinaatio takaa uuden infektion mahdollisuuden hyvinkin nopeasti. (Arstila 1997, 
693.) Siinä missä SARS-CoV voi aiheuttaa vakavan ja nopeasti etenevän 
keuhkokuumeen, muut humaanit coronavirukset yhdistetään pääasiassa kausiluonteisiin 
nuhakuumeisiin jotka aiheuttavat vakavampia oireita vain vanhuksilla, pienillä lapsilla ja 
immunosupressiopotilailla. HCoV-NL63:a pidetään tärkeänä kurkunpääntulehdukseen 
liittyvänä viruksena. HCoV-HKU1-infektio näyttää aiheuttavan vakavaa sairautta jotakin 
perustautia potevilla ja voi tätä kautta johtaa sairaalahoidon tarpeeseen. Tätä virusta on 
myös löydetty Ranskassa kahden sairaalahoitoon tuodun, akuuttiin maha-suolikanavan  
 
  
 
 
infektioon sairastuneen potilaan ulostenäytteistä. Löydös tukee ajatusta siitä, että 
viruksella voi olla roolinsa gastrointestinaalikanavan sairauksissa. (Pyrck, Berhout & van 
der Hoek 2007, 3051-3057.) 
Liitteenä 1 olevasta taulukosta nähdään, että coronavirukset jaetaan kolmeen ryhmään. 
Jako on tehty polymeraasialueen nukleotidisekvenssien samankaltaisuuden perusteella. 
Ryhmään yksi kuuluu useita eläinten coronaviruksia, joista esimerkkinä sian 
gastroenteriittivirus sekä ihmisen jo aiemmin mainitut 229E ja NL63-virukset. OC43 ja 
HKU1–kannat kuuluvat ryhmään 2A yhdessä useiden eläinvirusten, kuten jyrsijän 
hepatiittiviruksen kanssa. Ryhmän 2B muodostaa eri eläinlajien SARS-coronavirukset. 
Ryhmään kolme luetaan useita lintujen coronaviruksia, kuten bronkiitti-virus, IBV. 
(Strauss & Strauss 2008, 124-128.) Taulukossa maininttujen lisäksi eri 
coronavirustyyppejä on löydetty mm. karjalta, eri lintulajeilta, kissa- ja koiraeläimiltä 
sekä rotilta (ICTV 2008). Taulukossa ihmisiin liittyvät virukset on merkitty punaisella. 
 
3.1 Coronavirusten rakenne 
Coronavirukset ovat vaipallisia, positiivissäikeisiä RNA-viruksia, eli niiden 
yksijuosteinen RNA toimii suoraan mallina proteiinien muodostuksessa. Coronavirusten 
nimitys tulee niiden elektronimikroskopiassa näkyvästä, tyypillisestä 
kruunumuodostelmasta (corona = kruunu, kuva 1 s.7). Tämän muodostelman tuottaa 
tietty ulkoneva rakenneproteiini. Rakenneproteiineja coronaviruksilla on neljä erilaista, ja 
ne esitellään kaavamaisesti kuvassa 2 (s. 7): piikkiproteiini S (spike), kalvoproteiini M 
(membrane), kapsidiproteiini N (nucleocapsid) ja vaippaproteiini E (envelope). N-
proteiini muodostaa perintötekijöitä suojaavan kapsidin. Piikkiproteiini S on 
suurikokoinen proteiini joka on vahvasti glykosyloitunut käsittäen enemmän kuin 10 
hiilihydraattiketjua liittyneenä toisiinsa, ja se on kiinnittynyt virionin membraaniin C-
terminuksen lähellä sijaitsevan transmembraanidomeenin avulla. S-proteiini muodostaa 
trimeerejä jotka työntyvät esiin kalvostosta antaen virukselle sen luonteenomaisen 
ulkonäön. Nämä piikit toimivat aktiivisesti reseptoriin sitoutumisessa, neutralisoivina 
epitooppeina sekä omalta osaltaan virionin fuusioituessa. Proteiini jakautuu kahteen 
osaan, S1 (N-terminaali) ja S2 (C-terminaali). S1 sisältää reseptoria sitovan alueen, ja S2  
  
 
 
fuusiodomeenin. Tämä proteiini ei ole erityisen hyvin säilynyt viruksen evoluution 
aikana, ja eri coronavirusryhmien välillä S-proteiinien sekvenssien vastaavuus on vain 
30%. (Strauss & Strauss 2008, 124-128) 
 
 
KUVA 1: Coronavirus. Näkyvissä myös S- (punainen), M- (keltainen), E- (vihreä) ja N-
proteiinit (oranssi) (mukaillen Ohio State University) 
Vaipan pääasiallinen rakennekomponentti on kalvoproteiini M. Se on S-proteiinia 
pienempi, ja kulkee kolmesti vaipan läpi siten, että vain pieni osa proteiinin massasta jää 
vaipan ulkopuolelle. Myös E-proteiini on melko pienikokoinen sisältäen vain yhden 
vaipan läpäisevän alueen. Nämä proteiinit ovat tärkeitä virionin rakenteen kehittymiselle. 
(Neuman, Adair, Yoshioka et al 2006, 7918-7928; Strauss & Strauss 2008, 124-128) 
 
 
 
 
 
  
 
 
KUVA 2: Coronaviruksen molekulaarinen rakenne, S-, N-, E- ja M- sekä HE-proteiinit. 
(mukaillen University of South Carolina 2009) 
Joillakin ryhmän 2A coronaviruksilla on myös viides rakenneproteiini, hemagglutiniini-
esteraasi (HE). Tämä proteiini näyttää olevan homologinen C-tyypin influenssaviruksen 
HE:n kanssa. Syyksi on esitetty näiden virusten rekombinaatiota keskenään siten, että 
coronavirus on saanut proteiinin influenssa C-virukselta: kaikilla C-tyypin 
influenssaviruksilla on HE, kun taas vain osalla coronaviruksista on kyseinen proteiini. 
Rekombinaatio on laajentanut coronavirusten isäntälajien kirjoa, mutta toisaalta 
viljelmissä kasvatetut hiiren hepatiittivirukset menettävät HE:n. Tämä kertoo siitä, että 
kyseistä proteiinia ei tarvita replikaatiossa ja että virus ilman HE-proteiinia koodittavaa 
geeniä voittaa geenin omaavan viruksen kilpailussa elintilasta. Hiirillä hepatiittivirus, 
jossa on HE on kuitenkin virulentimpi ja leviää helpommin hermorakenteisiin. (Strauss 
& Strauss 2008, 124-128) 
 
3.2 Genomi 
Viruksen genomi on helikaaliseen muotoon järjestäytyneen kapsidin sisällä. Kooltaan 
genomi on noin 27-32 kiloemästä (kb), ja on suurin tunnettu RNA-virusten genomi. 
(Strauss & Strauss 2008, 124-128.) Genomin 5’-päästä noin 2/3 käsittää kaksi laajaa 
avointa lukukehystä (open reading frame, ORF), ORF1a ja ORF1b, jotka koodaavat 
replikaatioon tarvittavia proteiineja. Rakenneproteiineja koodittavat geenit sijoittuvat  
  
 
 
lukualueille jotka ovat lähempänä 3’-päätä. Genomin rakenne nähdään kuvasta 3, missä 
esimerkkinä ryhmään 1 kuuluva NL63, ja ryhmään 2A kuuluva HKU1 jolla on HE-
proteiini. (Pyrck, Berkhout, van der Hoek 2007, 3051; Escutenaire, Mohamed, Isaksson 
et al 2006, 41-58) 
 
 
KUVA 3. Coronavirusten NL63 ja HKU1 genomin rakenne. (mukaillen Pyrc, Berkhout, 
van der Hoek 2007) 
 
3.3 Patogeneesi 
Humaanien coronavirusten kohteena ovat värekarvalliset epiteelisolut. Virusten 
optimaalinen jakautumislämpötila on 33 °C astetta, mikä viittaa niiden rooliin lähinnä 
ylähengitysteissä. Coronavirukset on kuitenkin yhdistetty myös gastroenteriitteihin, 
1970- ja 80-luvuilla coronaviruksenkaltaisia partikkeleita nähtiin elektronimikroskoopilla 
ulostenäytteissä. Itämisaika coronaviruksella on noin 2-3 vuorokautta. (Arstila 1997, 
693) 
Eri ryhmiin kuuluvat coronavirukset käyttävät nykytietämyksen mukaan eri reseptoreita 
päästäkseen isäntäsoluun. Ryhmän yksi viruksista valtaosa käyttää tähän aminopeptidaasi 
N-reseptoria, joka tunnetaan myös nimellä CD13. CD13 on vasta-aine, jota esiintyy 
perifeerisen veren granulosyyteissä ja monosyyteissä, sekä useissa ei-hematopoieettisen 
linjan soluissa, kuten fibroblasteissa ja endoteelin soluissa. Useat ryhmän 2A virukset 
taas käyttävät karsinoembryonisia tarttumismolekyylejä (carcinoemryonic cell adhesion  
  
 
 
molecule, CEACAM) jotka kuuluvat immunoglobuliinien suurperheeseen. HCoV-NL63 
ja SARS-CoV penetroituvat isäntään angiotensiiniä muodostavan entsyymin 2 (ACE 2) 
avulla. ACE 2-molekyyliä esiintyy muun muassa valtimoiden ja laskimoiden sekä 
henkitorven ja keuhkoputkien pintaepiteelissä. (Pyrc, Berhout, van der Hoek 2007, 3051-
3057; Strauss & Strauss 2008, 124-128.) 
Varsinainen penetraatio tapahtuu joko suoraan solukalvoon fuusioitumalla tai 
endosytoosin ja myöhemmin tapahtuvan endosomaaliseen kalvostoon fuusioitumisen 
avulla. Esimerkiksi coronavirukset SARS-CoV ja 229E käyttävät jälkimmäistä tapaa. 
(Pyrc, Berkhout, van der Hoek 2007, 3051-3057.) 
 
  
 
 
4 OPINNÄYTTEESSÄ KÄYTETTYJEN MENETELMIEN PERIAATTEET 
 
Humaanien coronavirusten tutkimiseen käytetään virologian laboratoriossa yleistä, 
satunnaisiin alukkeisiin perustuvaa käänteiskopiointireaktiota (RT) ja sen jälkeen 
tehtävää kaksivaiheista polymeraasiketjureaktiota (HCoV-PCR). Tuotteet analysoidaan 
elektroforeettisesti agaroosigeeliltä UV-valon avulla, ja positiiviset näytteet 
sekvensoidaan. 
 
4.1 Nukleiinihappojen eristys ja puhdistus 
QIAamp Viral RNA Mini -kitti on spin-column-tekniikkaan perustuva eristysmenetelmä. 
Eristystä varten ulostenäytteestä tehdään 10% suspensio fosfaattipuskuroituun 
suolaliuokseen (PBS-puskuri). Eristys tehdään kitin valmistajan ohjeen mukaan kitin 
mukana tulevilla reagensseilla. 
Menetelmä perustuu nukleiinihappojen sitoutumiseen silikaan korkeassa 
ionivahvuudessa, jolloin sitoutumattomat epäpuhtaudet voidaan pestä pois, ja irtoamiseen 
alhaisessa ionivahvuudessa. Säätämällä olot sopiviksi saadaan RNA sitoutumaan silikaan 
selektiivisesti, ja DNA jää sitoutumatta. Lisäksi lyhyet nukleiinihappomolekyylit (< 200 
nukleotidia) ja yksittäiset nukleotidit sitoutuvat silikaan irreversiibelisti, eli ne eivät enää 
sitouduttuaan irtoa. Näin RNA-preparaateista voidaan poistaa lyhyet tRNA- ja rRNA-
molekyylit, jolloin preparaatti rikastuu mRNA:n suhteen. Menetelmän periaate on 
seuraava: näytteeseen lisätään väkevää suolaliuosta, joka nostaa liuoksen ionivahvuuden 
korkeaksi. Suolana käytetään ns. kaotrooppista suolaa, yleensä guanidiinihydrokloridia 
tai natriumjodidia. Kaotrooppiset suolat denaturoivat entsyymejä kuten RNAasia, mutta 
eivät vahingoita RNA:ta. Seuraavaksi RNA sidotaan silikaan laskemalla seos 
silikapitoisen suodatinkalvon läpi. Spin-column-tekniikassa käytetään pieniä pylväitä, 
joiden pohjalle on asennettu silikasuodatinkalvo. Lyhyt sentrifugointi pakottaa liuoksen 
pylvään läpi putkeen, jolloin RNA tarttuu silikasuodattimeen. Epäpuhtaudet pestään pois  
 
  
 
 
sentrifugoimalla etanolia sisältävää puskuria suodattimen läpi, jolloin RNA ei irtoa, 
mutta epäpuhtaudet huuhtoutuvat pois. Lopuksi RNA eluoidaan pylväästä pipetoimalla 
pieni määrä alhaisen ionovahvuuden omaavaa liuosta suodattimelle, ja sentrifugoimalla 
liuos puhtaaseen vastaanottoputkeen. (Opetushallitus). 
 
 4.2 Käänteiskopiointireaktio (RT) 
PCR tarvitsee lähtöaineekseen DNA:a, joten RNA-virusten perimäaines on muunnettava 
käänteiskopiointi- eli RT-reaktion (reverse transcriptase) avulla sopivaksi tuotteeksi. 
Reaktiossa käytetään käänteiskopioijaentsyymiä tuottamaan cDNA-nauhan. Nimensä 
mukaisesti kyseessä on transkriptiolle vastakkainen tapahtuma, eli kyseinen entsyymi 
valmistaa cDNA-nauhaa käyttäen templaattina RNA:n nukleotidisekvenssiä ja dNTP:itä 
lähtöaineena. cDNA-nauhan kanssa pariutunut RNA poistetaan RNAasi H-entsyymiä 
käyttäen, jolloin jäljelle jääneet RNA-nauhat toimivat seuraavien juosteiden alukkeina. 
Toinen nauha syntetisoidaan DNA-polymeraasientsyymillä, joka syrjäyttää ja poistaa 
edellisessä vaiheessa jääneet RNA-juosteen osat ja korvaa ne DNA-juosteella. Alukkeina 
toimii tässä vaiheessa ensimmäinen cDNA-nauha. Reaktiossa voidaan käyttää alukkeina 
joko tarkkaan suunniteltua, tietyn geenin koodittavan nukleotidisekvenssin mukaista 
aluketta, tai aluke voi sitoutua yleisesti johonkin kohtaan RNA-juosteessa. (Suominen & 
Ollikka 2006, 92; Russell & Sambrook 2001: 8.46-8.47) 
Satunnaisilla alukkeilla tehtäessä RT-reaktiotuotteita voidaan käyttää edelleen moneen 
erilaiseen PCR-reaktioon. Käyttämällä satunnaisia alukkeita, saadaan esille kaikki 
mahdolliset virusgenomit. Ne mahdollistavat hyvän herkkyyden kun jatkossa käytetään 
spesifisiä alukkeita. Satunnaiset alukkeet ovat oligonukleotideja, lähinnä heksameereja, 
ja seos on valmistettu 3mM Tris-HCl- 0,2mM EDTA-lioukseen. (Invitrogen Corp. 
2003a, 374) 
RNA-virusten RT-reaktiota varten Rokotetutkimuskeskuksen laboratoriossa käytetään 
Invitrogenin Superscript™ II -menetelmää. Se perustuu matalan RNAasi H-aktiivisuuden 
omaaviin käänteiskopioijaentsyymeihin. Mo-MLV (Moloney’s strain of murine leukemia  
  
 
 
virus, jyrsijän leukemiavirusten Moloneyn kanta) on virus, josta on eristetty tällainen 
entsyymi. Sen huono puoli on heikko lämmönsietokyky; täysi aktiivisuus voidaan 
saavuttaa jo 37 ºC:ssa, mistä on haittaa jos mRNA on järjestäytynyt 
sekundaarirakenteeseensa. Erilaiset muunnelmat tästä entsyymistä eivät sisällä lainkaan 
RNAasi H-aktiivisuutta ja toimivat korkeammissa lämpötiloissa. Ne myös muodostavat 
enemmän ja pidempiä cDNA-juosteita. (Russel & Sambrook 2001, 8.48) SuperScript™ 
on tällainen entsyymi. Se pysyy aktiivisena 50 ºC asti, ja optimaalinen toimintalämpötila 
on 37 ºC- 45 ºC. Valmistajan mukaan SuperScript™ -entsyymi kykenee muodostamaan 
cDNA:ta jonka pituus on 100b–12kb. Yli 1kb:n kokoisten cDNA:n monistamiseen 
PCR:lla voidaan tarvita komplementaarisen mRNA:n poistamista, jolloin voidaan käyttää 
erikseen Rnaasi H-entsyymiä. (Invitrogen Corp. 2003a, 363) RNAasi H:n vaikutus 
nähdään kuvasta 4, s.13.  
 
 
KUVA 4. RNAasi H:n vaikutus transkriptioon. Entsyymi lyhentää templaattia, jolloin 
myös cDNA lyhenee. Aktiivisuuden madaltamisen tai poistamisen myötä täysmittaisen 
cDNA:n saanto on suurempi. (Mukaillen Invitrogen Corp. 2003a) 
Entsyymin lisäksi pakkauksessa toimitetaan viisinkertainen First-Strand puskuri 250mM 
Tris-HCl-liuoksessa, ja 0,1M DTT. Pakkaus säilytetään pakastimessa (-20 ºC) ja kunkin 
entsyymin kanssa käytetään samassa pakkauksessa toimitettua puskuria. (Invitrogen 
Corp. 2003b) 
  
 
 
4.3 Polymeraasiketjureaktio (PCR) 
Polymeraasiketjureaktio kehitettiin 1980-luvulla ja sen käyttö yleistyi saman 
vuosikymmenen lopulla. Sillä monistetaan DNA-jaksoja, jotka sijaitsevat kahden 
nukleotidijärjestykseltään tunnetun DNA-jakson välissä. Usein myös monistettavan 
jakson nukleotidijärjestys tunnetaan. (Suominen, Ollikka 2006, 107-109.) 
Itse reaktiot tehdään pienissä mikrosentrifuugiputkissa, joiden lämpötilaa kontrolloidaan 
PCR-laitteessa. Perusajatuksena on käyttää lämpöä kestävää eli termostabiilia DNA-
polymeraasia, joka ei inaktivoidu korkeissa lämpötiloissakaan. Tällaisia polymeraaseja 
on eristetty mm. kuumissa lähteissä esiintyvistä bakteereista, ja eniten käytetään Thermus 
aquaticus-bakteerista eristettyä Taq-polymeraasia. Toinen tärkeä tekijä on kahden 
keskenään erilaisen, tarkkaan tunnetun alukkeen käyttäminen. Nämä alukkeet sitoutuvat 
kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin monistettavan alueen eri päihin. Tähän väliin jää 
jakso, joka monistetaan. (Suominen, Ollikka 2006, 107-109.) 
Templaattina toimiva kaksijuosteinen DNA täytyy ensin denaturoida jotta alukkeet 
pääsevät kiinnittymään paikoilleen. Tämä tapahtuu kuumennuskäsittelyllä, jossa 
lämpötila nostetaan n. 95 ºC:een. Kun lämpötilaa lasketaan, alukkeet sitoutuvat 
paikoilleen eli päästään annealing-vaiheeseen. Kun annealing-vaihe pidetään sopivan 
lyhyenä, ei templaatti ehdi täysin renaturoitua. Pienet alukkeet sitä vastoin sitoutuvat 
nopeasti niille komplementaariseen kohtaan. Seuraavaksi lämpötilaa taas kohotetaan noin 
72 ºC:een, jolloin polymeraasi alkaa liittää reaktioseoksessa olevia nukleotideja alukkeen 
3’-päästä lähtien templaatin mallin mukaan. Tässä pidennysreaktiossa syntyy 
kummallekin templaatille vastinnauha alukkeiden avulla. Synteesi on valmis muutamassa 
minuutissa, jonka jälkeen lämpötilaa nostetaan lähelle 100 ºC:a jolloin kaikki nauhat 
irtoavat toisistaan. Kun tätä denaturaatio-sitoutumis-pidennys-sykliä tehdään useita 
kertoja peräkkäin, tavallisesti noin 15-40 sykliä, saadaan alun perin pienestä määrästä 
templaatti-DNA:a monistettua suuria määrin tarkalleen määrätyn pituisia DNA-jaksoja. 
(Suominen, Ollikka 2006, 107-109.) 
 
  
 
 
4.3.1 Humaanien coronavirusten PCR, HCoV-PCR 
HCoV-PCR:ssa käytetään spesifisiä alukkeita, jotta saadaan monistettua coronaviruksen 
RNA:ta. Ensimmäisessä vaiheessa RT-tuotteista pyritään monistamaan kaikkia ihmisen 
coronaviruksia, eli se on humaanien coronavirusten suhteen universaali. Alukkeet tässä 
vaiheessa on suunniteltu siten, että ne löytävät coronavirusten polymeraasi-alueen 
sekvenssin joka on säilynyt suhteellisen muuttumattomana viruksen muusta variaatiosta 
huolimatta. Näin voidaan mahdollisesti löytää jopa uusia coronaviruksia, vaikka niitä ei 
varsinaisesti etsitä tässä tutkimuksessa. Kooltaan tämä tuote on 437 emäsparia. Toisessa 
vaiheessa monistustuotteet eritellään kolmeen ryhmään: 1B (HCoV 229E ja NL63) jonka 
tuote on kooltaan 203 emäsparia, 2A (HCoV OC43 ja HKU1) 275 emäsparia sekä 
SARS-CoV 230 emäsparia. Jälkimmäisen löytymistä ei odoteta sen harvinaisuuden 
vuoksi. Kontrolleina käytetään Hollannista saatua, soluviljelmässä kasvatettua NL63-
kantaa, Ruotsista Karoliinisesta Instituutista saatuja, potilasnäytteistä eristettyjä NL63- ja 
HKU1-kantoja, sekä kaupallisesti hankittuja ja oman laboratorion soluviljelmissä 
kasvatettuja OC43- ja 229E-kantoja. Menetelmälle ei ole vielä tehty sensitiivisyystestiä, 
mutta spesifisyys on testattu 35 eri patogeenille. Näitä ovat olleet mm. eri adeno-, herpes-
, rota- ja echovirustyypit, kalikivirukset, rhino-, entero-, sytomegalo- sekä influenssavirus 
ja eräät bakteerit kuten chlostridium difficile. Epäspesifiä sitoutumista on ilmennyt RS-
viruksen, influenssa A:n ja adenovirusten kohdalla. Testissä käytetyt näytteet ovat olleet 
potilasnäytteitä joten niissä on voinut olla myös coronavirusta, mikä voi selittää 
adenovirusten antaman lähes oikean kokoisen fraktion. (Risku 2008.) 
Polymeraasina tässä reaktiossa toimii GoTaq® Flexi DNA Polymeraasi (Promega). 
GoTaq®  toimitetaan kitissä, joka sisältää polymeraasin lisäksi Green GoTaq® Flexi-
puskurin, Colorless GoTaq® Flexi-puskurin ja magnesiumkloridi-liuoksen. Entsyymi on 
Taq- DNA polymeraasin modifikaatio joka ei sisällä eksonukleaasi 5’-3’-aktiivisuutta. 
Entsyymi on glyserolissa, joka ehkäisee sen jäätymisen, ja se tulee säilyttää pakastimessa 
sekä käyttää kylmänä. Green-puskuri on värjätty ja tekee näytteestä tiheämmän, jotta 
elektroforeesiin ei tarvitsisi käyttää erikseen latauspuskuria. Colorless-puskuria käytetään 
menetelmissä, joissa tuotos mitataan absorbanssin tai fluoresenssin avulla. 
Magnesiumkloridi on erillinen, jotta sen pitoisuutta liuoksissa voidaan kontrolloida 
käyttäjän tarpeen mukaan. (Promega Corporation 2006.) 
  
 
 
4.4 Agaroosigeelielektroforeesi (AGE) 
Saadun DNA-tuotteen erotteluun ja kuvantamiseen käytetään 
agaroosigeelielektroforeesia (AGE). Agaroosi on merilevästä uutettu polysakkaridi, joka 
liukenee veteen keittäessä ja muodostaa geelin jäähtyessään noin 45 ºC-asteiseksi. 
Nukleiinihapot kulkeutuvat geelissä negatiivisen varauksensa ansiosta positiivista napaa 
eli anodia kohti, kun geelin ympärille järjestetään sähkökenttä. Agaroosigeelin 
verkkomainen rakenne hidastaa kulkeutumista sitä enemmän, mitä suurempikokoinen 
nukleiinihappo on kyseessä, jolloin pidemmät DNA-molekyylit kulkevat lyhyitä 
hitaammin. Näin erikokoiset DNA-jaksot erottuvat ajon aikana omiksi vyöhykkeikseen. 
(Suominen, Ollikka 2006, 72-75.) 
DNA-jaksojen havaitsemiseen tarvitaan oma menetelmänsä, sillä ne eivät sinänsä näy 
geelillä. Yleisin käytetty menetelmä on etidiumbromidi- eli EtBr-värjäys. Etidiumioni 
tunkeutuu nukleiinihappojen emästen väliin: UV-valolla säteilytettäessä emäkset 
absorboivat säteitä ja luovuttavat saamansa energian etidiumille, joka fluoresoi 
oranssinpunaisena. Värjäys voidaan tehdä joko jo geeliä valmistettaessa, tai värjäämällä 
geeli ajon jälkeen EtBr-liuoksessa. (Suominen, Ollikka 2006, 72-75.) 
Geeli asetetaan elektroforeesilaitteeseen ja peitetään ajopuskurilla. Samaa ajopuskuria 
voi käyttää uudestaan noin viisi kertaa. Näytteet ladataan vierekkäisiin kaivoihin 
järjestyksessä. Ajopuskuri on raskaampaa kuin näyte, joten näytteeseen täytyy lisätä joko 
ennen geeliajoa, tai jo PCR-seosta tehdessä tiheyttä lisäävä näytepuskuri. Tämä puskuri 
sisältää sopivan väriaineen, kuten bromfenolisinen, joka auttaa ladatessa näytteitä 
geelille. (Suominen, Ollikka 2006, 72-75.) 
HCoV-PCR:ssa käytetään värillistä Green FlexiBuffer-puskuria, joten erillistä 
näytepuskuria ei tarvita. Lisäksi geelille pipetoidaan kokostandardi kunkin rivin keskelle. 
Näiden avulla näytteistä erottuvien DNA-jaksojen vyöhykkeiden koot ovat arvioitavissa. 
Kun näytteet on pipetoitu, laitteen kansi asetetaan paikoilleen ja laitteeseen ohjelmoidaan 
haluttu jännite ja aika, jotka ovat yleensä 100 V ja 90-120 minuuttia. Ajon jälkeen geeli 
nostetaan varovasti ilman tarjotinta transilluminaattoriin, joka valaisee geelin UV-valolla 
alta päin. Transilluminaattoriin on yhdistetty monitori ja kamera, jotta geelistä saadaan  
  
 
 
kuva myöhempää analysointia varten. Jos DNA-vyöhykkeet eivät erotu kunnolla, 
voidaan geeli värjätä EtBr-TAE-liuoksessa, huuhtoa puhtaalla vedellä ja kuvata sitten 
uudelleen. (Lehtonen 2006.) Agaroosigeelielektroforeesin avulla erikokoiset tuotteet 
erottuvat, ja muodostuneiden fraktioiden koon perusteella voidaan päätellä mitä 
coronavirusta näytteessä on esiintynyt. Ensimmäisen PCR:n positiivinen tuote on 
kooltaan 437, ja toisen PCR:n tuote 203, 275 tai 230 emäsparia. (Lappalainen, Risku 
2008.) 
 
4.5 Positiivisten näytteiden sekvensointi 
HCoV-PCR ei ole täysin spesifi coronaviruksille, vaan alukkeet voivat kiinnittyä myös 
esimerkiksi ihmisgenomiin vaikka varsinaista kiinnittymiskohtaa ei ole. Siksi 
coronaviruksen suhteen positiiviset näytteet sekvensoidaan jolloin saadaan selville, onko 
kyseessä todella coronavirus. (Risku 2008.) Virologian laboratoriossa käytetään 
syklisekvensointia, joka on käytännöllinen kun sekvensoitavaa templaattia on hyvin 
vähän. Tekniikka perustuu Sangerin dideoksimenetelmään, jossa asymmetrisellä PCR:lla 
muodostetaan yksijuosteista templaattia. DNA-synteesiä kontrolloidaan 
dideoksinukleosiditrifosfaattien (ddNTP) avulla siten, että saadaan juuri halutun kokoisia 
fragmentteja. Nämä fragmentit alkavat ja loppuvat haluttuun nukleotidiin. 
Yksinkertaisimmillaan saadaan neljä populaatiota jotka loppuvat joko A-, G-, C-, tai T-
emäkseen sen mukaan, mitä ddNTP:a reaktiossa on käytetty; nauhan muodostus loppuu, 
kun polymeraasi liittää nauhaan reaktioseoksessa käytetyn ddNTP:n. Tämä johtuu siitä, 
että ddNTP:n 3’-asemasta puuttuu hydroksiryhmä (OH), jolloin ddNTP ei kykene 
muodostamaan fosfodiesterisidosta seuraavan nukleotidin kanssa. Nykytekniikoilla 
voidaan kaikki ddNTP:t laittaa samaan reaktioseokseen, eikä useampia ajoja tarvita. 
(Russel & Sambrook 2001: 12.3-12.5; Suominen & Ollikka 2006: 98-99.) 
Sekvensointi aloitetaan tekemällä agaroosigeelielektroforeesi puhtaalla ajopuskurilla ja 
eristämällä geeliltä PCR-tuote. Eristystä varten geeliä tarkastellaan UV-valon avulla 
transilluminaattorissa ja valitaan fragmentit. Ne leikataan puhtaalla veitsellä ja 
ylimääräinen agaroosi pyritään poistamaan. Geelipalat asetetaan puhtaisiin eppendorf- 
  
 
 
putkiin. Puhdistus tehdään QIAquick Gel Extraction -kitin avulla. Geeli sulatetaan 
vesihauteella puskuriin ja tarvittaessa liuoksen pH säädetään sopivaksi. Tämän jälkeen 
tehdään isopropanolisaostus spin-column-menetelmällä. Saostuksesta saatava pelletti 
pestään etanolilla ja suspensoidaan puhtaaseen veteen. Puhdistettujen DNA-tuotteiden 
koko ja puhtaus tarkistetaan agaroosigeelielektroforeesin avulla. Tuotteen määrä 
arvioidaan silmämääräisesti fragmentin intensiteetin mukaan. (Lehtonen & Räsänen 
2002.) 
Näytteen puhdistuksen jälkeen tehdään sekvensointi-PCR. Reaktiossa käytetään Applied 
Biosystemsin Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction- kittiä. 
Reaktioseoksissa on mukana templaatti, sekvensointialuke, lämpöstabiili DNA-
polymeraasi, puskuri sekä fluorisoivalla aineella leimatut ddNTP:t. (Lehtonen & Räsänen 
2002.) Sykleissä tapahtuu PCR:n kaltaiset reaktiot: aluke kiinnittyy annealingreaktiossa, 
terminaatioreaktiot tapahtuvat pitenemisreaktion aikana ja vastinjuosteet eroavat 
toisistaan denaturaatiovaiheessa. Syklejä toistetaan riittävän monta peräkkäin, jotta 
saadaan havaittava määrä tuotetta. (Opetushallitus.) PCR-tuotteet puhdistetaan 
etanolisaostuksella jotta ylimääräiset alukkeet ja nukleotidit saadaan pois liuoksesta. 
Pelletti suspensoidaan formamidiin. Nyt PCR-tuotteet ovat valmiita varsinaiseen 
sekvensointiin, joka tehdään ABI PRISM 310-analysaattorilla (Lehtonen & Räsänen 
2002). Näytteet imetään polymeeriä sisältäviin kapillaareihin elektrokineettisesti, jolloin 
tuotteet kulkeutuvat kokojärjestyksen mukaisesti kohti positiivista napaa. Hieman ennen 
positiivista elektrodia, näytteet kulkeutuvat lasersäteen ohitse, jolloin fragmenttien leimat 
alkavat fluorisoida. Koska kukin leima emittoi valoa eri aallonpituudella, voidaan kukin 
neljästä emäksestä erotella yhdellä kapillaarielektroforeesilla sen lähettämän valon värin 
perusteella. Tämä valo detektoidaan optisesti ja käännetään digitaaliseksi tiedoksi. 
(Applied Biosystems 2009.) Saadut sekvenssit analysoidaan sekvensorin ohjelmalla, ja 
niitä verrataan National Center for Biotechnology Information-sivuston tietopankin 
sekvensseihin (Lehtonen & Räsänen 2002). 
  
 
5 TYÖN SUORITUS 
Luvan työn tekemiselle sain virologian laboratoriosta 8.12.2008. Samalla sovittiin työn 
hankkeistamisesta ja allekirjoitettiin sopimus. Käytännön osuuden aloitin tammikuussa 
2009. 
 
5.1 Puhtaat työtavat 
Puhtaus on tärkeää käsiteltäessä nukleiinihappoja, sillä jokainen työvaihe ja menetelmä 
on herkkä kontaminaatiolle. RNA kontaminoi helposti esimerkiksi reagensseja ja sitä on 
vaikea puhdistaa, ja PCR-tuotteista on lähes mahdoton päästä eroon jos ne kerran 
pääsevät puhtaisiin tiloihin tai materiaaleihin. Tämän vuoksi jokaiselle työvaiheelle on 
oma työtilansa ja välineensä pipettejä ja putkitelineitä myöten. Huoneisiin kulkiessa ovet 
avataan käsipaperia käyttäen, ja puhtaimpiin tiloihin kuljetaan eteisen kautta jossa on 
paineilmanvaihto. Kahta ovea ei saa (eikä voi) pitää auki yhtäaikaisesti. Likaisemmasta 
tilasta ei saa viedä mitään puhtaampaan, eikä puhtaamman huoneen välineitä siirretä 
likaiseen tarpeettomasti. Kussakin tilassa pidetään UV-valoa noin 20 minuuttia ennen 
työn aloitusta, ja kaikki käytettävät välineet pipetit, putkenavaajat ja jääastiat mukaan 
lukien, sekä pinnat puhdistetaan 70 % etanolilla pyyhkien. Etanolilla pyyhkiminen 
poistaa mekaanisesti UV:n hajottamat nukleiinihapot ja muut epäpuhtaudet. 
Reaktioseokset tehdään omassa valmistelutilassaan. Tähän tilaan ei saa viedä RNA:a 
sisältäviä tuotteita eikä PCR-tuotteita. Seoksen tekoon käytetään suodatinkärkiä, jotka 
ehkäisevät tehokkaasti aerosolien kulkeutumisen pipetin sisäosiin ja siitä seuraaviin 
putkiin. Käytettävät reagenssit on jaettu pienempiin käyttötilavuuksiin omiin putkiinsa. 
Näin vältytään paitsi mahdollisen kontaminaation siirtymiseltä reaktiosta ja työstä 
toiseen, myös reagenssien liian monelta uudelleensulatukselta joka voi heikentää 
reagenssin toimintaa. Tämä pätee erityisesti alukeseoksiin, sillä alukkeet eivät kestä 
montaa perättäistä sulatusta. Seoksen valmistuksen jälkeen se jaetaan oikeaan 
tilavuuteensa mikrosentrifuugiputkiin jotka suljetaan huolella. Tämän jälkeen siirrytään 
RNA-laboratorioon, jossa putket siirretään uudelle alustalle laskematta valmistelutilasta 
tuotua alustaa pois käsistä, ja alkuperäinen alusta palautetaan takaisin puhdistaen se 
huolellisesti etanolilla. RNA-laboratoriossa putkiin lisätään näyte-RNA ja putket 
suljetaan. Sitten putket viedään PCR-tilaan, jossa ne spinnataan lyhyesti  
  
 
 
mikrosentrifuugissa ja ajetaan tarvittava ohjelma PCR-laitteessa. RT-tuotteita käsitellään 
sitä varten varatussa vetokaapissa ja PCR-tuotteita toisessa vetokaapissa kontaminaation 
ehkäisemiseksi. Jokaisen työvaiheen jälkeen käytetyt tilat ja välineet puhdistetaan 
etanolilla pyyhkien. Kussakin työtilassa käytetään huonekohtaista työtakkia ja 
suojakäsineitä, jotka vaihdetaan tarpeeksi usein. 
Työssä käytetyt laitteet, tarvikkeet ja reagenssit: 
Thermal Cycler 2720 -PCR-laite, Sub-Cell GT Agarose Gel Electrophoresis System-
elektroforeesijärjestelmä, Alpha DigiDoc-kuvantamislaite ja kamera, Eppendorf 
Zentrifuge 3200-minisentrifuugi, Promega GoTaq-kitti, Fresenius Kabi Aqua Sterilisata 
Injekt-steriili vesi, Applied Biosystems AmpliTaq Dna-polymeraasi, Applied Biosystems 
GeneAmp PCR-puskuri ja MgCl-liuos, Promega dDNTP-seos, Biohit-ilmamäntäpipetit 
ja suodatinkärjet 
 
5.2 Käänteiskopiointi- eli RT-reaktio 
Ennen työn aloitusta näytteiden järjestys on merkittävä työlistaan ja reaktioseoksen 
ainesosien määrä lasketaan. Työlistaa kuljetetaan mukana, ja siihen merkitään 
mahdolliset virhetilanteet. Työlistan avulla reaktioiden onnistuminen voidaan tarkistaa. 
Käytössä oleva RT-reaktio on yksivaiheinen, joten kaikki tarvittavat lähtöaineet, 
entsyymit ja vesi pipetoidaan putkeen kerralla valmistelutilassa, jaetaan 
mikrosentrifuugiputkiin ja lisätään negatiivinen näyte eli vesi. RNA-laboratoriossa 
lisätään kuhunkin putkeen näyte, ja putket tuodaan PCR-huoneeseen missä ne spinnataan 
lyhyesti. Tämän jälkeen putket laitetaan termosykleriin ja ajetaan RT-ohjelma. Se vie 
aikaa noin 60 minuuttia, ja tapahtuu 42 ºC:ssa, jonka jälkeen entsyymit inaktivoidaan 
nostamalla lämpötila 72 ºC:een viideksitoista minuutiksi. Lopuksi lämpötila lasketaan 4 
°C:een jolloin reaktio pysähtyy. Valmiit RT-reaktioputket merkitään tarvittavat tiedot 
sisältävin tarroin ja talletetaan myöhempää käyttöä varten työvaiheessa käytettävän 
vetokaapin luona olevaan pakastimeen, omaan säilytysrasiaansa. Tämä työvaihe oli jo 
aiemmin tehty, joten siirryin suoraan corona-PCR:n tekoon. 
  
 
 
5.3 Humaanien coronavirusten PCR 
Käytettävä PCR-modifikaatio on kaksivaiheinen, mutta molempien reaktioseosten 
valmistus voidaan aloittaa yhtäaikaisesti. Puhtaassa tilassa varataan oikea määrä 
mikrosentrifuugiputkia jotka merkitään ja suljetaan odottamaan käyttöä. Eppendorf-
putkiin pipetoidaan vesi, puskuri, magnesium, tarvittavat HCoV-alukkeet sekä dNTP:t. 
Juuri ennen putkiin jakamista ensimmäisen PCR-vaiheen (1st PCR) reaktioseokseen 
lisätään entsyymi, ja sekoitetaan huolella pipetillä pumpaten. Kun reaktioseos on jaettu 
putkiin, ne siirretään jäille vetokaappiin 1 ja alusta palautetaan puhdastilaan puhdistaen 
huolellisesti etanolilla. 
RT-tuotteet lisätään ensimmäisen vaiheen PCR-putkiin vetokaapissa 1. Kukin tuote 
pipetoidaan yksi kerrallaan, eikä putkia pidetä turhaan auki kontaminaation estämiseksi. 
Erillistä PCR-vettä negatiiviseksi kontrolliksi ei tarvita. Positiivisena kontrollina 
käytetään soluviljelmissä kasvatettua 229E- tai OC43- tyypin coronaviruksen 
nukleiinihappoa, joka on valmiiksi käännetty cDNA:ksi. Kontrollit löytyvät omasta 
säilytysrasiastaan pakastimesta. Tämän jälkeen PCR-putket viedään PCR-huoneeseen, 
spinnataan lyhyesti ja laitetaan termosykleriin jolla ajetaan HCoV 1st PCR-ohjema. 
Tämä kestää noin kaksi tuntia. Ohjelman vaiheet selviävät taulukosta 1. Kun PCR-
ohjelma on saatu käyntiin, palautetaan RT-tuotteet pakkaseen. 
1. 94ºC 2 min 
2. 94ºC 30 sec 
3. 54ºC 30 sec 
4. 72ºC 1 min 
5. 72ºC 5 min 
6.   8ºC hold 
 
TAULUKKO 1. 1st PCR-ohjelman vaiheet. Kohdat 2-4 toistetaan 35 kertaa. 
Kun ohjelma on loppunut, putket nostellaan varovasti alustalle ja asetetaan odottamaan 
jäille laitehuoneen vetokaappiin. Puhdastilassa lisätään entsyymi toisen PCR-vaiheen 
(2nd PCR) reaktioseokseen ja sekoitetaan huolella. Seos jaetaan puhtaisiin, merkittyihin  
  
 
 
mikrosentrifuugiputkiin ja viedään jäille uudelle alustalle, ja puhdastilan alusta 
palautetaan takaisin puhdistettuna. Ensimmäisen vaiheen PCR tuotetta pipetoidaan toisen 
vaiheen PCR-putkiin kaksi mikrolitraa, putket spinnataan lyhyesti ja asetetaan 
termosykleriin. Laitteesta valitaan ohjelma HCoV 2nd PCR, jonka kulku selviää 
taulukosta 2. 
1. 94ºC 2 min 
2. 94ºC 30 sec 
3. 53ºC 30 sec 
4. 72ºC 30 sec 
5. 72ºC 5 min 
6.   8ºC hold 
 
TAULUKKO 2. 2nd PCR-ohjelman vaiheet. Kohdat 2-4 toistetaan 35 kertaa. 
Vetokaapista tuotu putkialusta  puhdistetaan etanolilla pyyhkien ja palautetaan 
vetokaappiin. Termosyklerin käyttö kustakin työvaiheesta merkitään käyttöpäiväkirjaan, 
ja työlistaan merkitään poikkeavuudet.  Vetokaapit ja puhdastilan työskentelypiste 
puhdistetaan omilta jäljiltä käytön jälkeen, ja reagenssit palautetaan pakastimeen. 
 
5.4 Tuotteiden analysointi elektroforeesilla 
Elektroforeesissa käytettävä 2 % geeli valmistetaan elektroforeesihuoneessa. Agaroosi 
punnitaan vaa’alla erlenmayer-kolviin ja lisätään puhdas vesi sekä TAE-puskuri. Seos 
kiehautetaan kirkkaaksi mikroaaltouunissa, ja siihen lisätään EtBr. Kun seos on jäähtynyt 
n. 60 °C, se kaadetaan keskikokoiselle tarjottimelle. Tarjottimelle laitetaan kaksi 20 
kaivon kampaa, ja ilmakuplat poistetaan puhtaan kärjen avulla. Geeli jähmettyy 30 
minuuttia. Se säilyy tarvittaessa seuraavaan päivään valolta suojattuna jääkaapissa. 
Kun geeli on jähmettynyt, kammat ja alusta poistetaan, ja geeli tarjottimellaan asetetaan 
ajoaltaaseen, joka täytetään 1 x TAE-puskurilla. Näytteet ladataan geelille ja sopiviin  
  
 
 
kohtiin laitetaan kaksi 50 bp:n standardia. Geeliä ajetaan 90 min 100V, ja kuvataan 
transilluminaattorissa. Otettuun kuvaan merkitään näytteiden ja standardien paikat, 
PCR:n tekopäivä ja elektroforeesiajon päivämäärä. Tulostettu kuva liitetään työlistojen 
mukaan ja merkitään omilla nimikirjaimilla. PCR-tuotteet säilytetään omissa rasioissaan 
elektroforeesihuoneen jääkaapissa mahdollista sekvensointia varten. Kun työlista on 
tarkistettu, halutut näytteet siirretään sekvensointia varten varattuun rasiaan pakastimeen 
ja loput voidaan hävittää. Tyhjennetty säilytysrasia puhdistetaan huolella etanolilla 
pyyhkien ja viedään kaappiin odottamaan seuraavaa käyttökertaa. 
Geeliä valmistaessa ja käsitellessä täytyy muistaa, että EtBr on tunnettu mutageeni. Siksi 
käsineitä käytetään jokaisessa työvaiheessa, ja roiskeita iholle täytyy välttää. 
Palovammojen välttämiseksi sulaa geeliä sisältäviä astioita käsitellään varoen. Kuuman 
geeliliuoksen jäähtyessä höyryn mukana haihtuu pieniä määriä etidiumbromidia, joten 
geelin valmistusvaiheessa höyryä ei saa hengittää. Geeli hävitetään sekajätteessä, sillä 
käytetyt määrät ehtivät hajota valon vaikutuksesta. 
 
6 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 
Valtaosa tuloksista oli negatiivisia, eli coronavirusta ei löytynyt. Positiiviset tulokset 
olivat pääosin 2A-ryhmän fraktioita. Lisäksi kuvissa nähdään kunkin rivin viimeisenä 
positiivinen kontrolli, sekä vähintään yksi kokostandardi kymmentä näytettä kohden. 
Ylärivillä ensimmäisen vaiheen PCR-tuotteet ja alemmalla rivillä toisen vaiheen PCR-
tuotteet. Kuvissa näkyvissä myös alukkeiden epäspesifi sitoutuminen toisiinsa, 
primerdimeerit. 
 
 
 
  
  
 
 
 
KUVA 5. Agaroosigeelielektroforeesi. 
Kuvassa nähdään 2A-ryhmän fraktio 
toisen rivin paikalla 1. Kokostandardi 
paikalla 10, positiivinen kontrolli 
paikalla 20 
 
 
 
 
KUVA 6. Agaroosigeelielektroforeesi. 
Paikoilla 11 ja 15 toisessa rivissä 
ryhmän 1B fraktiot. Kokostandardi 
paikoilla 1 ja 10, positiivinen kontrolli 
paikalla 19. Kaivo 20 tyhjä. 
 
 
 
  
 
 
KUVA 7. Agaroosigeelielektroforeesi. Paikalla 4 nähdään 1B-ryhmän fraktio, ja 
paikalla 9 heikko SARS-CoV-ryhmään kuuluva fraktio. Muu sitoutuminen epäspesifiä. 
Kokostandardit paikoilla 1 ja 12, positiivinen kontrolli paikalla 20. 
Kuvista 5-7 (s.24–25) ja taulukosta (liite 2) nähdään, että negatiiviseksi näytteeksi 
laitetut vedet ovat yhtä työlistaa lukuunottamatta negatiivisia, eli puhtaita. Tämä kertoo, 
ettei työvaiheissa ole esiintynyt kontaminaatioita. Lisäksi positiivinen kontrolli antoi 
positiivisen tuloksen ja  kokostandardi oikeanlaiset fraktiot, joten tämän perusteella 
menetelmä toimii, ja selvästi positiivisien tuloksien voi luottaa olevan positiivisia. Työn 
suoritus kokonaisuudessaan on siis onnistunut. 
Liitteenä 2 olevassa taulukossa käydään elektroforeesista saadut tulokset läpi kunkin 
tehdyn työlistan mukaan. Jokaista näytettä ei ole erikseen käyty läpi, sillä näytteitä oli 
lähes 400, ja suuri osa osoittautui coronan suhteen negatiiviseksi. Taulukosta selviää, 
mitä löydöksiä kyseisellä työlistalla on sekä muut löytyneet viruspatogeenit. Lisäksi 
nähdään kontrollien toimivuus sekä työlistan päivämäärä. Yhdellä listalla voi olla useita 
coronan suhteen positiivisia näytteitä. Työlistalla 21 kontrollit eivät toimineet oikein, 
joten lista on uusittu maaliskuussa. 
 
 
 
  
 
 
Taulukossa 3 käsitellään positiiviset näytteet tarkemmin. Taulukosta nähdään 
näytteenotto päivämäärä, potilaan sukupuoli ja ikä sekä löydös ja muut tutkitut 
viruspatogeenit. Näytteet on listattu siinä järjestyksessä, kun ne on tehty PCR-listalla. 
Taulukkoon on korostettu ne näytteet, joista ei ole löytynyt muita tutkittuja viruksia. 
Näytepvm Sukupuoli ikä ryhmä muut löydetyt virukset 
24.1.2007 N 17 kk 2A neg
1.2.2007 M  2 v 1 kk 1B noro
           5.2.2007             M   2 v 3 kk                 2A 
                 
noro 
15.2.2007             N       12 kk            2A          noro
19.2.2007             N   3 v 2 kk            2A          noro
24.2.2007            M 2 v 11 kk            1B          rota
1.3.2007 N 9 kk 2A noro
3.3.2007 N       13 kk 2A          noro
26.3.2007 N   2 v 3 kk 1B rota
1.4.2007 M       17 kk 1B neg
1.5.2007 N 15 kk SARS-like rota
25.6.2007 M 2 v 11 kk 2A rota
5.8.2007 M 2 v 8 kk 1B rota
17.9.2007 N 9 kk SARS-like rota
24.11.2007 M 3 v 9 kk 2A rota
25.12.2007 N 2 v 3 kk 2A rota
 
TAULUKKO 3. Coronaviruksen suhteen positiiviset näytteet. 
Näytteiden antopäivämäärän perusteella coronavirusta näyttäisi löytyvän enimmäkseen 
kevättalvella. Tämä onkin coronavirusten esiintymisen tyypillisintä aikaa. Samoin 
kevättalvella esiintyy tyypillisesti monia muitakin hengitystieinfektioita ja 
vatsatautiepidemioita aiheuttavia patogeeneja. Kevättalvella sairastuneilta on löytynyt 
melko tasaisesti sekä 1B että 2A-tyypin coronaviruksia. Kaikkia tyyppejä on esiintynyt 
melko tasaisesti muina vuodenaikoina, 2A-tyyppiä näyttää esiintyvän hieman 
useammin tutkitussa aineistossa. SARS-coronavirusten kaltaisia löytyi kaksi. Toinen 
  
 
näyte on annettu keväällä ja toinen syksyllä. Molemmilta on lisäksi löytyntyt rotavirus, 
joka on todennäköisempi gastroenteriitin aiheuttaja. Näytteitä, joissa ei esiintynyt muita 
tutkittuja patogeeneja on kaksi. Nämä potilaat ovat olleet samanikäisiä, mutta 
näytteiden päivämäärät ovat useita kuukausia poikkeavat joten mitään varsinaista 
yhteyttä näillä ei ole. Lisäksi löydetyt virustyypit ovat toisistaan poikkeavat, 1B ja 2A. 
Näytteistä ei ole tutkittu bakteeri-infektioiden mahdollisuutta.  
 
  
 
7 POHDINTA 
Käytännön osuus käsitti kaikkiaan 385 näytettä, joista muodostui 28 noin 20 näytteen 
listaa. Työn suorittaminen vei 7 viikkoa talvella 2009, ja tuloksia pohdittiin yhdessä 
tutkijalääkäri Minna Riskun sekä laboraattori Marjo Salmisen kanssa kun näytteet oli 
analysoitu. Tuloksia tarkasteltiin elektroforeesin jälkeen otettujen kuvien perusteella, 
sillä sekvenssoinnin tuloksia ei ehditty odottaa tätä työtä varten. 
Niiden näytteiden kohdalla, joihin on saatu eristettyä vain vähän tutkittavaa 
virusgenomia, voidaan pohtia onko geelillä näkyvä negatiivinen oikea negatiivinen, sillä 
menetelmä ei välttämättä ole tarpeeksi sensitiivinen. Menetelmän herkkyyttä ei olekaan 
vielä testattu. Alukkeet voivat sitoutua toisiinsa muodostaen kuvissa alimpana näkyviä, 
pienistä nukleotidifragmenteista muodostuvia alukedimeereitä, ja lisäksi alukkeet voivat 
sitoutua epäspesifisti mm. ihmisgenomiin. Kuten kaikissa PCR-menetelmissä, myös 
tässä voi heikosti positiiviset jäädä huomaamatta visuaalisessa tarkastelussa. Tähän 
vaikuttaa paitsi itse menetelmän herkkyys havaita pienet pitoisuudet, myös itse työn 
suorittaminen ja siihen liittyvät virhetekijät. Myös näytteen käsittelyllä on merkittävä 
osuus tulosten kannalta. Teoriassa näytteen sisältämät muut nukleiinihappofragmentit 
voisivat syrjäyttää tutkittavan nukleiinihapon sitoutumisessa alukkeisiin, mutta 
käytännössä menetelmän alukkeet ovat spesifisempiä coronaviruksen kuin muiden 
nukleiinihappojen suhteen. 
Agaroosigeelielektroforeesilla saatavista kuvista voidaan katsoa ja arvioida, minkä 
kokoisia tuotteita menetelmällä on saatu, ja karsia pois negatiiviset sekä selvästi 
epäspesifit positiiviset näytteet fraktioiden koon perusteella. Oikean positiivisen 
varmistamiseksi on kuitenkin tehtävä sekvenssointi saman kokoluokan epäspesifin 
sitoutumisen poissulkemiseksi. Lisäksi sekvenssoinnilla saadaan elektroforeesia 
tarkemmin selville coronaviruksen tyyppi (OC43, NL63, 229E, HKU1 tai SARS). Vasta 
muutama positiivisista näytteistä on sekvenssoitu, ja ne ovat osoittautuneet olevan sitä 
mitä PCR-tulosten pohjalta arvioitiin. 
Vastaavanlaajuista tutkimusta aiheesta ei ole aiemmin tehty. Toistaiseksi 
systemaattisessa, pienen otoksen tutkimuksessa on löydetty vain NL63- ja HKU1- 
 
  
 
 
virusta ulosteesta. Siinä mielessä työ antaa paljon uutta tietoa coronavirusten 
erittymisestä gastrointestinaalikanavaan, ja viitteitä mahdollisesta taudinaiheuttamisesta. 
Taudinaiheuttamiskyvystä ei voida kuitenkaan todeta mitään varmaa vielä tämän työn 
pohjalta, sillä ns. Kochin postulaatit eivät täyty (taudinaiheuttajaa löytyy sairastuneista 
yksilöistä, ei löydy terveestä populaatiosta, kykenee aiheuttamaan taudin 
puhdasviljelmältä eristettynä ja aiheuttaa terveellä saman taudin kuin sairaalla). Siksi 
verrokkiryhmät on tärkeä tutkia. Nyt tehdyn osuuden perusteella voidaan todeta, että 
coronavirusta löytyy ulosteesta. 
Jatkoaiheena ehdotankin positiivisten näytteiden sekvenssointia ja sen valossa tulosten 
uudelleenanalysointia. Toinen tärkeä jatkotutkimuskohde olisi kaikkien tutkimukseen 
kuuluvien näytteiden tutkiminen samalla menetelmällä. Erittäin mielenkiintoista olisi 
tietää, onko kliinisesti terveiden potilaiden näytteistä löydettävissä coronavirusta. 
Lisäksi tulosten läpikäyminen mahdollisen muun patogeenin kuten erilaisten bakteerien 
poissulkemisen jälkeen olisi informatiivista. Menetelmälle ei ole tehty 
sensitiivisyystestiä, joten se olisi hyvä jatkotutkimusaihe etenkin ennen menetelmästä 
kertovan artikkelin julkaisua. 
Työtä tehdessä kiinnitin paljon huomiota aihepiiriin liittyvään teoriaan ja sen 
ymmärtämiseen. Pyrin pohtimaan, olenko ymmäränyt lukemani oikein ja pyrin 
kirjoittamaan asian kuten olin sen ymmärtänyt. Aiemmin tekemäni ammattitaitoa 
edistävän harjoittelun työ Rokotetutkimuskeskukselle auttoi siinä mielessä, että valtaosa 
käytännön työskentelystä sekä käytössä olevista menetelmistä oli jo tuttua. Uutena tuli 
coronavirus ja HCoV-PCR, ja niiden hahmottamista auttoi aikaisempi pohjatieto. 
Käytännön osuutta tehdessäni kiinnitin huomiota työtapojen puhtauteen ja pipetoinnin 
tarkkuuteen. Ennen varsinaista aloitusta teinkin pipetointitestin, jossa oli tarkoituksena 
pipetoida sama määrä vettä vaa’alle kymmenen kertaa peräkkäin käyttäen neljää eri 
tilavuutta. Vasta tämän jälkeen pääsin tekemään PCR-työtä. Pyrin lisäksi olemaan 
erityisen tarkka näytteiden pipetoinnissa, sillä kyseessä olivat oikeat potilasnäytteet eikä 
näytettä saanut enempää. Mielestäni työ on onnistunut ja tekemäni osuus käyttökelpoinen 
tutkimuksen jatkoa ajatellen. Työn lopputulos vastaa tarkoitustaan, ja asetettu tavoite 
viruksen esiintyvyyden selvittämisestä on saavutettu annetun ajan puitteissa.
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LIITTEET 
LIITE 1 
Coronaviridae-heimo, humaanit coronavirukset sekä esimerkkejä muiden lajien viruksista 
(mukaillen Strauss & Strauss 2008). 
Klusteri Lyhenne Tavallisin 
isäntä 
Tartuntatapa Taudinkuva Levinneisyys 
Ryhmä 1      
Humaanit 
coronavirukset 
229, NL 63 
HCoV Ihminen Pisara-tartunta Flunssaoireet Amerikat, 
Eurooppa 
Tarttuva 
gastroenteriitti 
TGEV Sika Kontakti Gastroenteriitti Yhdysvallat, 
Eurooppa 
Ryhmä 2A      
Humaanit 
coronavirukset 
OC43, HKU1 
HCoV Ihminen Pisara-tartunta Flunssaoireet Amerikat, 
Eurooppa, 
Aasia 
Jyrsijän 
hepatiittivirus 
MHV Hiiri Aerosoli-
välitteinen, 
kontakti 
Gastroenteriitti, 
hepatiitti 
Laboratorioiden 
hiirikannat 
maailman-
laajuisesti 
Ryhmä 2 B      
Severe acute 
respiratory 
syndrome 
SARS-
CoV 
Ihminen, 
lepakko, 
sivettikissatj
a useat muut 
nisäkkäät 
Aerosoli-
välitteinen, 
kontakti 
Kuume, 
keuhkokuume, 
vakava 
hengitysteiden 
sairaus 
Aasia, Amerikat 
Ryhmä 3      
Tarttuva bronkiitti IBV Linnut mekaaninen, 
fekaali-
oraalireitti 
bronkiitti maailman-
laajuisesti 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
LIITE 2 
 
PCR-reaktioiden tulokset työlistoittain. Työlistalla voi olla useampia positiivisia näytteitä. 
Eriteltynä ryhmien 1B, 2A ja SARS-CoV (SARS-like) löydökset, sekä aiemmin näytteistä 
tutkitut muut viruslöydökset. 
Työlista 
nro 
PCR-
päivä 
pos. 
kontrolli 
neg. 
kontrolli 1B 2A SARS-like muut virukset 
1 8.1.2009 pos neg neg neg neg noro,rota 
2 12.1.2009 pos neg neg pos neg noro, rota, boca 
3 27.1.2009 pos neg neg pos neg rota, noro, boca 
4 28.1.2009 pos neg neg pos neg rota, noro, boca 
5 29.1.2009 pos neg pos pos neg rota, noro, boca, aichi 
6 29.1.2009 pos neg neg pos neg rota,noro 
7 2.2.2009 pos neg neg neg neg rota, noro, boca 
8 3.2.2009 pos neg pos neg neg rota,noro 
9 4.2.2009 pos neg neg neg neg rota,noro 
10 5.2.2009 pos neg neg neg neg rota,noro 
11 6.2.2009 pos neg neg neg neg rota,noro 
12 6.2.2009 pos neg neg neg neg rota, noro, boca, aichi 
13 12.2.2009 pos neg pos neg pos rota,noro 
14 11.2.2009 pos neg neg neg neg noro 
15 13.2.2009 pos neg neg neg neg rota, noro, boca 
16 13.2.2009 pos neg neg pos neg rota,noro 
17 16.2.2009 pos neg neg neg neg rota,noro 
18 17.2.2009 pos neg neg neg neg noro, rota, sapo 
19 18.2.2009 pos neg neg neg neg rota, adeno 
20 19.2.2009 pos neg pos neg neg rota 
21 
 
19.2.2009 
27.3.2009 
? 
pos 
? 
neg 
? 
neg 
? 
neg 
? 
neg 
lista uusittava 
boca, rota, noro 
22 20.2.2009 pos neg pos neg neg rota,sapo 
23 20.2.2009 pos neg neg neg neg sapo, rota, adeno 
24 23.2.2009 pos neg neg pos neg noro,rota 
25 23.2.2009 pos neg neg neg neg rota, boca, sapo, adeno 
26 24.2.2009 pos neg neg pos neg rota, boca, noro 
27 2.3.2009 pos neg neg pos pos rota, boca, sapo 
28 2.3.2009 pos neg neg neg neg rota, boca, noro 
29 3.3.2009 pos neg neg neg neg rota 
 
 
 
